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(57) Abstract 

Restricted monoclonal antibodies characterized by their ability to recognize specifically a complex consisting of a peptide 
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(57)Abrege 

L'invention concerne des anti corps monoclonaux restremts caracterises par leur capacite a reconnaitre specifiquement un 
complexe forme par un peptide caracteristique d'un antigens dfun agent pathogene ou un peptide caracteristique d'une deregula- 
tion cellulaire et par une molecule du Complexe Majeur oYHistocomi^iibilitfi (CMH) ayant la capacite de reconnaitre et de fixer 
ce peptide, lesdits anticorps etant des anticorps morKjdonaux restraints, des lors qu'ils ne reconnaissent pas ledit peptide en asso- 
ciation avec une molecule de CMH d'haplotype non specrfiqiie du peptide. EUe vise aussi 1' application de ces anticorps au dia- 
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Anticorps monoclonaux reconnaissiMt un peptide associe 
a un antigene majeur d'histoconipatibilite. 



L 1 invention concerne des anticorps monoclonaux 
restreints reconnaissant uh peptide associd a un 
antigene ma j eur d * Wstocompaiibil i te . L 9 invention 
concerne aussi les applications de ces anticorps au 
diagnostic et au traitfement et le cas 6cheant 4 la 
prevention de certa£i*es pathologies. 

On connait Uint6r6t des molecules du Complexe 
Majeur d f Histocompatibility (jdolnteules du CMH) en tant 
que structures meabran&ires de reconnaissance 
permettant au systems- immunitaire de reconnaitre le 
soi du non-soi. une function majeure des molecules de 
CMH est de presenter des antigenes aux lymphocytes T. 

Selon l'appartenance de la molecule du CMH a la 
classe I ou a la clasfce II ,- le complexe forme par la 
molecule du CMH et l^antigene est reconnu 
respect ivement par des cellules T cytotoxiques ou par 
des cellules T auxiliaires capables d'activer la 
synthase del 1 anticorps par les lymphocytes B. 

Des travaux ont O&jh permis de mettre en evidence 
l f existence d 1 anticorps reconnaissant un antigene 
associd h une molecule de CMH. Par exemple r Van 
Leuveen et al (jr. Exp. Med. (1979) 150, 1075-1083) ont 
d^crit l" existence, chez ! une malade atteinte d^nemie, 
d'un sdrum polyclonal contenant des anticorps capables 
de lyser sp6cif iquement des lymphocytes portant 
l'antigdne H-Y associg 4 une molecule de CMH du type 
•HIA-A2. 

Cependant les r66ultats coniius jusqu f a present 
montrent qu'il n^a peek <§td possible de produire ni 
d f identifier et d^ ^ caract6riser des anticorps 
monoclonaux restreints?', c • est-a-dire specif iques du 
complexe forme par tin antigfejW d£termin6 et une 
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molecule de CMH specif igue de cet antigene, egalement 
determines. 

A cet egard, plusieurs equipes ayant tente de 
mettre au point des modules experimentaux en vue de 
produire des anticorps monoclonaux restreints, ont 
public des resultats n£gatifs. 

Par exemple, l'equipe de Tamminen et al utilisant 
comme antigene du virus grippal Influenza type A, 
souche H3N2 (X-31) (Tamminen et al., Eur. J. Immunol. 
(1987) 17, 999-1006) et 6galement le groupe de Rubin, 
Malissen, Jorgensen et Zeuthen utilisant comme 
antigene l'insuline (Rubin et al.. Res. Immunol. 
(1989) 140,...) ont publie des resultats negatifs, 
c*est-a-dire qu'ils n'ont pas reus si a produire des 
anticorps restreints. L'equipe de Klinman a decrit des 
resultats positifs (Wylie et al., J. Exp. Med. (1982) 
155, 403-414 ; Frescher and Klinman, J. Exp. Med. 
(1986) 164 , 196-210) . Cependant les travaux de Klinman 
et al. montrent que les anticorps monoclonaux produits 
reconnaissent des cellules transfonnees par un virus 
oncogene SV40, sans que l 1 antigene reconnu, ni la 
molecule du CMH impliqu£e, soient identifiees. 

Les difficulty rencontrees pour la preparation 
des anticorps monoclonaux restreints selon 1' invention 
peuvent £tre attributes a differents facteurs et en 
particulier & la mise au point d'une technique 
particuliere de preparation des anticorps et egalement 
a des techniques tres sensibles pour le criblage. 

Les inventeurs se sont int6resses au role que 
pourraient presenter des anticorps monoclonaux 
restreints pour le diagnostic mais aussi le traitement 
de differentes pathologies. 

lis ont et£ capables de remedier aux difficulty 
rencontrees jusqu'a present et ont obtenu des 
anticorps monoclonaux restreints caracteristiques d'un 
complexe constitu6 par un antigfene en association avec 
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une molecule du CMH reconnaissaiit specif iquement cet 
antigene. - yi 

L 1 invention a done p6iir 6b jet des anticorps 
monoclonaux restreints reconnais^ant des antigfenes 
associes a des molecules du CMH. Entrent egalement 
dans le cadre de 1 'invention , des souches d'hybridomes 
productricfes des anticorps monocitmaux restreints. 

!#• invention concerne aussi dies compositions pour 
le diagnostic de la presence d'une infection ou d'un 
derfcglement cellulaire- susceptible de generer un etat 
tumoral ou une maladie autoimmune, 

L 1 invention se rapporte atussi & des compositions 
pour le traitement d» infections ou de dereglements 
cellulaires tels que decrits ci-dessus. 

Elle vise de plus un procede pour la production 
des anticorps monoclonaux restreints de 1* invention. 

Les antigenes defrit il est question dans les 
paragraphes precedents et qui constituent I 1 une des 
deux entites du compiexe reconnii par les anticorps 
restreints selon 1 1 invention, sqnt soit des peptides 
tels qu'issus de la degradation de proteines provenant 
d«un agent infect ieutfou pathbg&ne soit des peptides 
issus d'un dysf onctiorinement (deregulation) cellulaire 
ou encore des proteines d6gradees du soi. Ces peptides 
peuvent par exemple etre obtenus par coupure 
enzymatique par exemple par les enzymes du lysosome ou 
de l'appareil de Golgi. 

La formation du complex^ neqessite egalement que 
le peptide et la molecule du CMH soient capables de se 
lier entre elles. V - 

Pour la preparation d' anticorps monoclonaux 
restreints, ces peptides sont avantagbusement obtenus 
par voie de synthese chimique selon les methodes 
classiques de synthese des peptides. 

lis peuvent aussi etre prepares a partir de 
proteines naturelles par exemple des proteines issues 
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d 1 agents pathogfenes ou des proteines mises en jeu lors 
de d6rfeglements cellulaires de type tumoral ou de type 
auto-immun, notamment des proteines mut6es. 

Les anticorps monoclonaux de 1" invention sont 
caract6ris6s par leur capacite a reconnaitre 
spdcif iquement un complexe forme par tin peptide 
caracteristique d'un antigene d'un agent pathogene ou 
un peptide caracteristique d'une deregulation 
cellulaire et par tine molecule du Complexe Majeur 
d 1 Histocompatibility (CMH) ayant la capacite de 
reconnaitre et de fixer ce peptide, lesdits anticorps 
etant des anticorps monoclonaux restreints, des lors 
qu'ils ne reconnaissent pas ledit peptide en 
association avec une molecule de CMH d'haplotype qui 
ne fixe pas le peptide (non specif ique du peptide) . 

Pour determiner la specificite du couple 
peptide-molecule du CMH de classe I, on peut effectuer 
un test tel que deer it par BOUILLOT et al, (Nature, 
1989, vol. 339, p. 473-475) . Conformement a ce test, un 
peptide dont on recherche la specificite vis-a-vis de 
la molecule de CMH est incub6 avec une molecule de CMH 
connue, sur des cellules marquees avec un isotope 
radioactif tel que le chrome 51. Apres cette 
incubation, la suspension est mise en presence de 
lymphocytes cytotoxiques (CTL) specif iques du peptide. 
Lorsque les cellules CTL lysent les cellules mises en 
presence du peptide et de la molecule du CMH, on peut 
en d^duire que la molecule du CMH a une affinity 
specif ique pour le peptide. 

De la meme maniere, il existe divers tests qui 
permettent de reperer 1 1 association fonctionnelle et 
specif ique d"un peptide a un antigene du CMH de classe 
II. On peut par exemple, mettre en oeuvre le test de 
Sette et al (P.N.A.S. (1989), Vol. 86, p3296-3300) . 

Les anticorps ci-dessus definis sont d£sign£s par 
le terme anticorps monoclonaux restreints. 
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Selon un mode de realisation particulier de 
1* invent ion , les anticorps monoclonaux restreints sont 
encore caract6ris6s en ce qu^ls sont d6pourvus ou 
pratiquement d6pourvus de reaction a l f 6gard du 
peptide contre lequel ils sont dirig6s, present a 
l f 6tat isoie et/ou en ce qu'ils reconnaissent 
faiblement ou pas du.jfcout, la molecule du CMH seule. 

Un anticorps pratiquement d^pourvu de la capacity 
& reconnaitre un peptide seul est selon l 1 invention , 
un anticorps qui pr£sente avec ce peptide une reaction 
infer ieure a deux fdis le signal correspondant au 
bruit de fond, 

Un anticorps. reponnaissant faiblement une 
molecule de CMH seule reconnait cette molecule de CMH 
suivant une reaction qui est de l f ordre de l/io a 1/5 
de la reaction existant dans les memes conditions avec 
le complexe peptide-OJH specif ique. 

Pour determiner si un anticorps monoclonal obtenu 
repond aux definitions de 1' invention, une reaction 
immunoenzymatique de type ELISA, telle que decrite 
ci-apres k titre d»exemple, peut etre realisee. 

La reaction immunoenzymatique est effectuee 
d'abord au moyen du reactif a base d 1 anticorps 
conjugue anti-Ig de souris couple soit a 1 •urease, 
soit a la phosphatase alcaline, sur un sumageant de 
culture d»hybridomes. La reaction est ensuite 
confirmee par l f anticorps conjugue anti-Ig de souris 
couple par exemple a la phosphatase alcaline. Les 
cellules servant de cibles sont par exemple des 
cellules spieniques prealablement incubees avec le 
peptide contre lequel on veut former les anticorps (5 
a 50/ig/ml pour 10 7 cellules a 37 °C pendant une a deux 
heures) . Les cellules sont f ixees sur plaques de 
polyvinyle selon lai technique decrite par Ternynck et 
Avrameas (Ternynck et Avrameas: Techniques immuno- 
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enzymatiques - Les Editions INSERM, 1987) au moyen du 
poly-L-lysine. 

Des temoins utilises pour verifier 1 1 appartenance 
des anticorps monoclonaux restreints & I 1 invention et 
qui par consequent ne doivent pas donner une reaction 
positive avec les anticorps monoclonaux retreints de 
l 1 invention sont const itues d'une part par I'un ou 
1* autre des constituants pris s6par6ment, a savoir le 
peptide contre lequel on souhaite former des anticorps 
monoclonaux restreints ou les cellules portant la 
molecule du CMH correspondante seule sans ledit 
peptide, et d» autre part par l f un ou l 1 autre de ces 
constituants en association avec un partenaire non 
reli6 c'est-a-dire non specif ique (le peptide 
different de celui contre lequel on veut obtenir des 
anticorps monoclonaux restreints associ£ h la molecule 
de CMH dtudi6e ou le peptide contre lequel on souhaite 
produire des anticorps monoclonaux restreints, associe 
a une molecule du CMH non specif ique) . 

La reaction positive ci-dessus est marquee par 
une density optique (D.O) superieure a au moins deux 
fois celle observee pour les puits qui contiennent 
tous les composants de la reaction excepts les 
anticorps restreints. 

Les anticorps monoclonaux restreints de 
l 1 invent ion, ont l'avantage de presenter une 
selectivity importante ce qui les rend 
particulierement interessants dans leur application au 
diagnostic, au traitement et le cas echeant & la 
vaccination. 

Les peptides reconnus par les anticorps de 
1» invention peuvent Stre caract6ristiques d 1 agents 
pathog&nes tels que des virus, des bacteries, des 
parasites, par exemple le Plasmodium ou des 
champignons notamment des levures pathog&nes. 
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II peut s 1 agir egalement des peptides 
represeritarit des antigenes mineurs d'histo 
compatibility , de peptides caractdristiques de 
dereglements cellulaires de type tumoral ou canc6reux 
ou encore de type autor-immum. 

Selon un mode ' de realisation pr6f6re de 
1* invention, les anticorps monoclonaux restreints sont 
caract^rises en ce que les peptides reconnus 
presentent de 7 k 25, de preference une dizaine 
d'acides amines. 

Pour la presentation de certains antigenes par 
les molecules du CMH, la presence d«un peptide ayant 
une longueur en acides amines voisine de ce qui est 
donn6 dans ce qui precede peut suf f ire a la reaction 
de fixation avec les molecules de CMH et a celle de 
reconnaissance par les anticorps de l f invention. 

Pour la preparation et la determination des 
anticorps monoclonaux restreints selon l 1 invention on 
peut 6galement avoir recqurs a des antigenes 
const itues par tin peptide associe a une forme 
solubilisee et/ou so liable de la molecule de CMH qui 
lui est specif ique pour tine espece donnee. Dans le cas 
de l'utilisation de la forme solubilisee, celle ci est 
pr6paree par solubilisation avec un detergent ionique 
tel que le triton X100 ou le NP40 ou avec un detergent 
non ionique tel que l^crtyl -£D^-glycopyranoside, la 
solubilisation etant '->• suivie d , une chromatographie 
d»af finite. Pour preparer la molecule sous forme 
solubilisee on se ref&rera & la technique d6crite par 
STALLCUP K et al (J. of Immunology, 1981, vol. 127, 
page 923) . 

Dans le cas de 1 'utilisation de la molecule 
soluble de CMH celle ci est obtenue depourvue de sa 
partie traitsmembranaire par genie genet ique. 

Cette molecule soluble peut etre preparee par un 
hote cellulaire modifie par insertion du gene codant 
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pour la molecule de CMH que 1' on souhaite exprimer, ce 
g6ne dtant depourvu de la sequence codant pour la 
partie t r ansmembr ana ire de la molecule. Compte tenu de 
la suppression de cette sequence, on lie la chaine 
lourde et la chaine 16gere de la molecule de CMH avec 
un polylinker de type GGGS. Le gene est incorpore dans 
I'hote dans des conditions telles que ses elements de 
regulation sont reconnus par I'hote cellulaire. Un 
hote cellulaire approprie est par exemple une cellule 
d'insecte. 

Des anticorps monoclonaux restreints particuliers 
sont caracterises en ce que le peptide reconnu est 
specif ique d f un retrovirus humain HIV et notamment en 
ce qu*il s'agit des peptides de la proteine gag par 
exemple le peptide gag5 (GHQAAMEMLKE) ou le peptide 
gag p25 synth£tise par Neosystem (Strasbourg, 
reference SP89-158) (sequence 263-277) , ou des 
peptides de la proteine interne pl4 (nueleoproteine) 
notamment le peptide K16F decrit par Claverie JM et al 
dans Eur jour Imm 1988 vol 18 p 1547-1553. 

D'autres anticorps monoclonaux restreints selon 
l 1 invention sont dirig€s contre des peptides tels que 
les suivants : 

.le peptide de 1 1 autoant igene de la proteine basique 
de myeline MPB 1 a 11 decrit par Wraith. D et al dans 
(Cell 1989 vol. 59 p 247-255), 

• le peptide de la sous-unite a du recepteur de 
1' acetylcholine decrit par Mozes et al (EMBO journal 
1989 vol 8 p 4049-4052) , 

.le peptide de la chaine a de I'insuline decrit par 
Gradehandt et al, (Immunological Reviews, (1988) vol. 
106, p59 a 75) , 

•le peptide de l f enveloppe du virus de l 1 hepatite B, 
Chisari et al (Cell 1989 vol 59 p 1145-1156) . 

Des anticorps selon 1* invention peuvent aussi 
etre caracterises en ce que la molecule du CMH humain 
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reconnue est de divers haplotypes (par exemple HLA-A2, 
HLA-A3 , HIA-B7, HIA-B12, HIA-B27, HIA-B37, HLA-CW3) de 
classe I comme de classe II (par exemple HLA-DR2, 
HLA-DR3 , HLA-DR4, HIA-DR5) . 

Un anticorps monoclonal restreint particulier 
selon 1" invention est 1« anticorps qui reconnait un 
peptide de la prot^ine p25 (gag) de HIV, notamment le 
peptide gag5, en association avec une molecule de CMH 
d'haplotype HIA-B27 ou HLA-A11. 

I* 1 invention conceme aussi un proced€ pour la 
preparation d'anticbips monoclonaux restreints de 
l 1 invention. Un preiaieSr precede adapts a la production 
de ces anticorps monoclonaux restreints est 
caract£rise en ce que: 

- on fusionne des pellules spleniques d f un animal 
pr^alablement immunise avec des cellules spleniques 
isogeniques recouvertes d^uh peptide determine, avec 
des cellules de my61bme en presence d f un promoteur de 
fusion, par exemple le polyethylene glycol , les 
cellules spleniques £t ant en exefes par rapport aux 
cellules mySlomateuses, par exemple dans une 
proportion de 10 pour 1 environ, 

- on realise un criblage afin de selectionner ceux des 
hybridomes capables de produire des anticorps 
monoclonaux restreints, par exemple par la technique 
ELISA, effectuee avec un reactif a base d' anticorps 
conjugu6 anti-Ig de sour is coup!6 a une enzyme par 
exemple 1" urease, ou la phosphatase alcaline ou la 
peroxydase, 

- on recupere et on clone les hybridomes ainsi 
selectionnes. 

Une autre technique telle que la technique par la 
cytotoxicity peut etre utilisee pour le criblage. 

Entrent 6galement dans le cadre de 1 ■ invention 
les hybridomes produfeteurs des anticorps monoclonaux 
restreints ci-dessus. des hybridomes sont les produits 



WO 91/12332 



PCT/FR91/00121 



10 

de fusion de cellules de my61omes et de cellules 
spleniques d'un animal prealablement immunise avec le 
peptide-antigene, dans des conditions telles que 
I'antig&ne contre lequel sont formes les anticorps, 
est constitue par un complexe comportant le peptide 
ci-dessus associe a une molecule de CMH. 

De preference les hybridomes resultent de la 
fusion des cellules spleniques ci-dessus decrites avec 
un myeiome de type HGPRT* par exemple: X63-Ag8, NS-1 
ou SP2/0. 

La realisation des hybridomes est faite d»apres 
le protocole de Kohler et Milstein (Nature, 1974, 
256:495- 497) . 

Les cellules lymphocytaires ou non, normales ou 
tumorales apportant la molecule de CMH sont de 
preference d"haplotype H-2 d , H-2 b , H-2 k , H-2^ ou H-2 S 
chez la souris, mais il pourra s f agir egalement de 
cellules exprimant des molecules de CMH humaines (ou 
d'une autre espfece) chez des souris transgeniques 
(exprimant le meme CMH humain) ou non transgeniques. 

L f invention se rapporte aussi a des cellules 
lymphocytaires ou non, humaines ou animales, par 
exemple de souris, recouvertes d 1 ^ peptide ou d'un 
polypeptide de preference immunogene, contre lequel on 
veut preparer des anticorps monoclonaux restreints. 

Un second procede pour la production des 
anticorps monoclonaux restreints selon I 1 invention 
consiste a r£aliser la fusion entre des cellules B du 
sang immortalisees avec le virus d" Epstein Barr et des 
lymphocytes B humains prealablement mis en contact 
avec des peptides contre lesquels on cherche a former 
des anticorps monoclonaux restreints. 

Les cellules B prealablement mises au contact des 
peptides contre lesquels on cherche a former des 
anticorps monoclonaux, peuvent etre prelevees dans le 
sang p6ripherique d'un donneur prealablement immunise 
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avec le peptide, lorsgu'il n'est pas toxique pour ce 
donneur. Ces lymphocytes B peuvent aussi 6tre obtenus 
par culture in vitro au contact des peptides, la 
recuperation des cellules B recouvertes de peptides 
etant precedee d'un ou plusieurs cycles de 
stimulation. 

Enfin, les anticorps restreints ou des molecules 
analogues telles que la partie Fab de ces anticorps, 
ou des analogues des rdcepteurs des cellules T ayant 
la capacity de recormaitre le complexe CMH-peptide 
peuvent etre obtenus dans E,coli ou d'autres micro - 
organismes , selon les techniques de Huse et al 
(Science, (1989), 246, 1275), Ward et al (Nature, 
(1989), 341, 544) Bird et al (Science, (1988), 242, 
423); ou d'autres auteurs. 

Conform6ment a ces techniques, on introduit a 
l'aide de vecteurs approprids, les g&nes amplifies par 
la technique PCR, codant pour les anticorps 
monoclonaux restraints ou les g&nes codant pour les 
r£cepteurs de cellules T specif iques murins ou humains 
ou d*autres especes, dans E«coli . dans des conditions 
permettant leur expression. Puis, on realise un 
criblage afin de determiner Celles des molecules 
exprim^es qui presentent la spedif icit£ requise pour 
la reconnaissance du complexe peptide-moldcule du CMH. 
Le criblage peut dtre effectu£ selon la mSthode 
d€crite pr6cedemment . 

La technique ci-dessus peut 6galement etre mise 
en oeuvre en introduisant : des sequences de genes 
codant pour les anticorps restreints ou les recepteurs 
de cellules T specif iques, ou encore des mutants de 
ces sequences. 

Les genes ou fragments de genes codant pour les 
anticorps monoclonaux r restreints sont obtenus par 
extraction de l'ADN des cellules immunes, dont la 
preparation est decrite ci-dessus. 
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L 1 invention se rapporte done a des anticorps ou a 
des analogues, produits dans E.coli ou dans d*autres 
micro-organismes , a des anticorps monoclonaux 
restreints humains ou d'autres especes (par exemple 
obtenus chez le rat ou le hamster par des techniques 
analogues a celles decrites pr6cddemment ou obtenus 
selon les m^thodes de Borrebaeck et al, P.N.A.S. 
(1988), vol. 85, p. 3995-3999) . 

lies anticorps de 1* invention presentent un grand 
int6r6t pour diff^rentes applications. lis peuvent 
etre utilises par exemple pour des applications au 
diagnostic d 1 infections ou pour le diagnostic de 
dereglements cellulaires tels qu'ils se manifestent 
dans certains cancers ou maladies autoimmunes. 

L 1 invention se rapporte a cet egard a une 
composition pour le diagnostic de la presence de 
peptides associes a des molecules de GMH dans un 
echantillon biologigue teste, caracterisee en ce 
qu f elle comprend des anticorps monoclonaux restreints 
tels que decrits precedemment. 

Cette composition de diagnostic peut etre mise en 
oeuvre soit sur un echantillon biologique, soit dans 
un organisme vivant. 

Selon cette derniere application, on aura recours 
aux techniques de diagnostic pratiquees en imagerie 
medicale. 

Dans cette hypothese, l 1 anticorps monoclonal 
restreint est marque par une substance radioactive ou 
par une substance pouvant etre rendue visible par les 
techniques de fluorochrome ou de LASER. 

Pour le diagnostic d"une pathologie determin6e, 
dans laquelle interviennent des antigenes tels que 
decrits precedemment, il est necessaire de prendre en 
consideration l'haplotype des molecules du CMH 
pr4sentes chez le patient chez lequel est realisee la 
detection. 
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L 1 invention vise aussi ^un kit pour le diagnostic 
in vitro sur un 6chanCillon biologique d f une infection 
par un organisme patl^ogfene ou pour le diagnostic d'un 
cancer, d f une maladie autoin&mne ou d'un autre 
d6r£glement cellulaire , caractdrisd en ce qu • il 
comprend: 

des anticorps monoclonaux ; restreints selon 
l 1 invention, ayant lei specificity recherchee compte 
tenu du diagnostic it .mf fectuer, 

- des moyens pour reveler la presence d'un conjugu6 de 
type complexe (antig£ne-mol6cule ou peptide-moiecule 
du GMH) lie avec 1« anticorps. 

L'echantillon biologiqufe utilise est 

avantageusement un echantillon de serum ou tout autre 
fluide biologique. 

Entre egalement dans le cadre de 1" invention un 
test pour la detection in vitro d f une infection ou 
d'un d6rfeglement cellulaire; comprenant les etapes 
suivantes: 

- mise en copt^ct de 1 •echantilion biologique 
avec des anticorps selon l 1 invention, 

- detection de ia presence d'un conjugud du type 
anticorps-complexe (antigene-moiecule ou peptide- 
mol6cule du CMH) ■• 

L 1 application iati diagnostic , des anticorps de 
1 1 invention petit etre ! utiiis6e pour detecter un virus 
tel que le virus HIV du SIDA, ou encore pour detecter 
des tumeurs ou des dereglements autoimmuns. 

Selon un mode de realisation de 1" invention on 
peut aussi rendre les anticorps monoclonaux restreints 
cytotoxiques . 

Les anticorps de J» invention peuvent alors entrer 
& titre de principe actif dans une composition 
pharmaceutique pour le traitement des infections ou 
des dereglements ci-dfessus par exemple par competition 
notamment dans le cas: oil ils ne sont pas cytotoxiques. 



WO 91/12332 



PCT/FR91/00121 



14 

Dans ce cas, ils sont mdlang£s avec un vehicule 
pharmaceutique acceptable • 

Des substances capables de rendre les anticorps 
cytotoxiques sont des toxines, des antibiotiques, des 
isotopes radioactifs. 

De tels anticorps peuvent etre utilises en 
immune therapie . 

L 1 invention vise aussi une composition 
pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend, a 
titre de principe actif, des anticorps monoclonaux 
restreints conformes h 1» invention. De tels anticorps 
formules dans une composition pharmaceutique 
pourraient etre utilises notamment come agents 
competiteurs pour bloquer l 1 action de cellules T 
specif iques, particulierement dans des pathologies 
autoimmunes . 

Entre egalement dans le cadre de l 1 invention 
1 'application des anticorps monoclonaux restreints a 
titre de vaccin, pour stimuler la production 
d 1 anticorps anti-idiotypiques notamment dans le cas 
des maladies autoimmunes. 

Des compositions vaccinantes selon l 1 invention 
comprennent done a titre de principe actif, des AcM 
restreints ci-dessus decrits. Ijes anticorps anti- 
idiotypiques produits par 1" injection des AcM 
restreints reconnaissent et eliminent les cellules T 
autoreact ives . 

D'autres caracteristiques et avantages de 
I 1 invention apparaissent dans les exemples qui 
suivent. 
EXEMPLES 

ET ABLI S S EMENT DES HYBRI DOMES SECRET ANT DES ANTICORPS 

DE TYPE RESTREINT . 

Immunisation 

Des souris de lign6e BALB/c (H-2 d ) sont 
immunises par injection intra-periton6ale i.p. de 
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cellules spl€niques isoggniques couvertes de peptide* 
II s'agit en l 1 occurrence du peptide de la 
nucl6oprot6ine du viinis grippal d6nomm6 NP147-158R". 
Les cellules spldniques soht incub6es au prealable 
avec le peptide a raison de 10 7 cellules pour lOOjxg de 
peptide dans un volume de iml de milieu de culture 
(DMEM + 2% de s«£rum dt& veau foetal). L« incubation se 
fait dans une 6tuve C0 2 (5%) pendant 1 heure. Les 
souris regoivent 3 injections intra-p6riton6ales k 
raison d'une injection par semaine. Un intervalle de 3 
semaines s6pare la 3eme de la 46me injection qui 
precede le sacrifice et le pr61evement de la rate. 
Trois jours s6parent la 4feme injection du prelevement 
de la rate. Da 4 erne injection se fait par deux voies: 
0,5ml de la suspension est ihjectee par voie intra- 
p6riton6ale, 0,5ml par voie intra-veineuse. 
Fusion cellulaire 

Les cellules spl6niques sont obtenues a partir de 
la rate apres dissociation en milieu DMEM + 5% de 
serum de veau foetal. Les globules rouges sont lyses 
au moyen du chlorure d r ammonium (NH 4 C1) a 0 f 83% et les 
lymphocytes sont ensuite lav6s trois fois en DMEM + 5% 
de s6rum de veau foetal. 

Le partenaire de fusion est constitud par 3 
my^lomes HGPRT, a sdvoir X63-Ag8, NS-1 et SP2/0. 
Autrement dit, less lymphocytes sont fusionnes soit 
avec le myelome X63, * HS-1 ou SF2/0 separdment. La 
fusion se fait au moyen du polyethylene glycol (PEG 
1500) de la firme MERCK, a raison de 10 lymphocytes 
pour xine cellule de myelome. Le jirotocole est bas<§ sur 
celui decrit par Kohler et Milstein (Nature, 1974, 
256:495-497) rappele ci-aprfes: les lymphocytes et les 
cellules de my61ome (X63, NS-1 et SP2/0) sont mis 
ensemble dans la proportion indiguee en haut. Les 
trois preparations (lymphocytes plus X63 ou plus NS-1 
ou plus SP2/0) sont ceritrifugees pendant 10 minutes a 
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250g et & 4*C. Les surnageants sont enleves en 
laissant cependant un film de liquide au-dessus du 
culot cellulaire. Les tubes sont mis a 37 'C dans un 
bain marie. On ajoute goutte a goutte 1ml d f une 
solution de polyethylene glycol 1500 (solution de 50% 
de PEG 1500 dans RPMI a pH 7) sur le culot cellulaire. 
L 1 operation devant durer 1 minute , est suivie par 
1' addition de 20ml de DMEM plus 10% de serum de veau 
foetal. Le tout est laisse encore trois minutes dans 
le bain marie k 37 °C puis les tubes sont centrifuges 
pendant 15 minutes a 250g et h +4*C. Les surnageants 
sont enleves et les cellules sont lavees une fois avec 
20ml de DMEM +10% de serum de veau foetal. Les 
cellules sont remises ensuite dans une solution de 
DMEM plus 10% de serum de veau foetal auquel est 
ajoute le milieu HAT (solution mere HAT 100X: 
Hypoxanthine a l,36mg/ml, Aminopterine a 0,018mg/ml et 
Thymidine a 0,76mg/ml). Les suspensions cellulaires 
sont distributes dans les puits de plaques de culture 
en plastique (NUNCLON, 96 puits) a raison de 200 /il 
par puits et contenant 10.000 cellules. On ajoute 
ensuite 50.000 cellules spleniques normales, ou de 
preference de cellules spleniques normales irradiees a 
300 rad, dans chaque puits a titre de "cellules de 
remplissage". Les cellules sont incubees ainsi pendant 
7 a 10 jours dans une etuve a CO z (5%) et a 37 *C. 
CRIBLAGE 

Au bout de 7 k 10 jours, le surnageant de chaque 
puits est preieve et soumis au criblage par la 
reaction immunoenzymatique "ELISA". Elle est effectuee 
d'abord au moyen du reactif a base d'anticorps 
conjugue anti-lg de souris couple a 1 1 urease puis 
confirmee ensuite par l^nticorps conjugue anti-lg de 
souris couple a la phosphatase alcaline. Les cellules 
servant de cibles sont des cellules spleniques 
prealablement incubees avec le peptide NP 147-158R" (5 
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& 50/ig/ml pour 10 7 cellules) 4 37 *C pendant une & deux 
heures. Elles sont fixdes stir plaques de polyvinyle 
(Dynatech) selon la technique d6crite par Ternynck et 
Avrameas (Ternynck et Avrameas^ Techniques immuno- 
enzymatiques- Les Editions INSEKM, 1987) au moyen du 
poly-L-lysine. 

Les puits ayant donnd une valeur en density 
optique (D.O) sup6riltire au moins de deux fois celle 
du temoin negatif (rfeact ion de^ cellules cibles avec 
l'anticorps conjugu6 sans surnageant de culture) sont 
sdlectionn^s. Les surnageants des seines puits sont 
testes aussi sur les cellules non couyertes de peptide 
et de meme haplot^pe; pour s 1 assurer que la reaction 
observ6e n f est pas due aux "autoanticorps" . De meme le 
test sur le peptide en question, fixe seul (sans 
cellules) directement stir la plaque, confirme ainsi 
que les surnageants &61ectiqnn6s r6agissent seulement 
avec les cellules couyertes de peptide. 

La selection 6tant effective, les puits sont 
soumis a des clonages ; et sojis-clqnages pendant 3 a 4 
fois. A chaque ^ciSnage et sous-cldnage, les 
surnageants sont examines de npuveau sur les memes 
cri teres d6cr its en haut . En m&pe temps, la reaction 
immunoenzymatique appliqu£e pour determiner 

1 » isotype de 1 • hybridtome, A ce stade est effectuee 
paralldlement la reaction ^n vue de determiner la 
restriction, autrement dit, la reaction devant etre 
observ6e seulement iyec llhaplotype recherche, en 
1 1 occurrence H-2 d . 
EN CONCLUSION ; 

Trois hybridpjmes bnt 6t6 obtenus presentant les 
caracteristiques des ^nt icorps^ de type dit restreint, 
en ce sens qu'ils reagissent y seulement avec des 
cellules spleniques ? d f un haplotype pr6cis (H-2 d ) 
couvertes de peptide (hp 147-158R-) . Ces trois clones 
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sont denomm6s N6.6, S.2.2 et X5.3 d'isotype IgG^K, 
IgG3,K et IgG^K respect ivement. 

EFFETS IN VIVO D'UN ANTI CORPS RESTREINT SPECIFIQUE DE 
PEPTIDE SUR IA CROISSANCE TUMORALS. 

L 1 experience a pour but de tester la capacity 
d , un anticorps restreint anti-peptide, d'inbiber la 
croissance in vivo des cellules tumorales ayant ete 
mises en contact avec le peptide specif ique. 

PROTOCOIiE EXPERIMENTAL 

Des souris DBA/2 (H-2 d ) sont reparties en 4 
groupes comportant chacun guatre souris. Elles ont 
re^u, par injection sous-cutanee, une suspension de 
cellules du mastocytome P815 (il s'agit de cellules 
tumorales transplantables qui, une fois injectees aux 
botes syngeniques (souris DBA/2) provoguent le 
developpement d'une tumeur let ale) . 

Dans le ler groupe, des cellules p815 seules sont 
injectees aux souris DBA/2 , ce groupe sert de temoin 
de croissance des cellules P815 sur l'hote syngenique* 

Les souris du second groupe ont re^u des cellules 
P815 en melange avec l 1 anticorps restreint a raison de 
5 j*g/10^ cellules ( il s 1 agit de 1 1 anticorps X5 . 3 , sous 
clone X.5.3.7.T). Ces souris servent de temoins ayant 
re<?u des cellules et des anticorps seuls. 

Les souris du 3eme groupe ont regu des cellules 
P815 incubees pendant 1 heure a 37 - C avec le peptide 
NPR" de la nucleoproteine du virus grippal h raison de 
10 /ig/10 6 cellules. C'est le groupe temoin ayant regu 
les cellules et le peptide seul. 

Les souris du 4eme groupe ont re?u des cellules 
P815 incubees avec le peptide et mises ensuite en 
presence de 1* anticorps restreint X5.3.7.T dans les 
nenes conditions et proportions que les groupes 
temoins 2 et 3. 



WO 91/12332 



PCIYFR91/00121 



19 

Un meme nomb#e de cellules P815 (io 5 
cellules/souris) est irtject6' 4 chaque souris qui est 
suivie individuellement quant au developpement d'une 
tumeur sous-cutan6e. Les rdsultatS sont exprimes d'une 
part en diam^tre moyen des tumeurs pour chaque groupe, 
en pourcentage de souris prdsentant une tumeur visible 
et enfin en pourcentage de tumeurs let ales. 

RESULTATS 

1) Evolution des: tumeurs sur l'hote svnaenique 
injects avec les cellules P615 

Le developpement de la tumeur sur les souris 
DBA/2 injectees avec differentes preparations est 
represents par la courbe des diametres moyens des 
tumeurs de chaque 'groupe en fonction du temps (figure 
1) • 

En particulier 6 on ipeut noter, au 24eme jour apres 
1» injection des cellttles : " 

- la presence de 4 tumeurs sur 4 souris dans 
chacun des trois groupes temoins (cellules P815 
seules, cellules P815 + anticorps seuls, cellules P815 
+ peptide seul) , aveb un diametre moyen de 7,5; 10,25 
et 7,75 mm respect ivement . 

- la presence de deux tumeurs sur 4 souris dans 
le groupe experimental (cellules P8 15 + peptide + 
anticorps) avec un diaMetre moyen de 4,5 mm. 

2) Developpement des tumours, letales 

Le nombre de tumeurs letales pour chaque groupe 
en fin d 1 experience est le suivanfe : 

Groupe 1 (cellules P815 seules) : 3/4 

Groupe 2 (cellules P815 + anticorps seuls) : 4/4 

Groupe 3 (cellul&I P815 + peptide seul) : 4/4 

Groupe 4 (cellules P8i5 + peptide + anticorps) : 

2/4. 

Pour 1' ensemble des temoins (groupe 1+2+3) on 
observe : 11 tumeurs letales sur 12, soit un 
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pourcentage de 92% compare a 2 tumeurs sur 4 ou 50% 
pour le groupe experimental. 

HYBRIDOMES SECRETANT PES ANT I CORPS RESTREINTS ANTI- 
PEPTIDE DE L'ALBUMINE DE L'OEUF DE POULE OV^SUZn QU 
12 OK ASSOCIE A H-2 Kb, 

Ce peptide OVA253.273 ou plus s implement 12 OK de 20 
acides amines dont la composition est la suivante 
IINFEKIiTEWTSSNVMEERK est reconnu en association avec 
la molecule CMH de classe I (H-2 Kb) par les 
lymphocytes T cytotoxiques specif igues (Carbone et 
Bevan, J. Exp. Med., 1989 , 169 :603; J. Exp. Med. , 
1990, 171 :377) . 

En utilisant le meme proc6d6 que celui ddcrit 
pour le peptide du virus grippal NPR* un hybridome 
(9.3.2) a 6td obtenu, qui reconnait en test ELISA et 
en test de cytotoxicity complement dependante, le 
peptide 12 OK en presence de lymphocytes exprimant H-2 
K 6 . Les tSmoins const itues soit par des cellules 
exprimant H-2 K 6 en 1' absence du peptide ou des 
preparations ou le peptide (12 OK) est incube avec des 
cellules portant un haplotype different (H-2 K*) ne 
sont pas reconnus . 

Les etudes relatives a ces anticorps monoclonaux 
restreints anti-peptide OVA253.273 reprennent les memes 
schemas experiment aux que ceux appliques dans 1* etude 
des anticorps restreints anti-peptide NPR". De plus il 
est particulierement int£ressant dans le cas de la 
molecule K 6 de pouvoir etudier la reconnaissance du 
peptide en association avec les molecules K* (K*") 
mutantes provenant des souris de la serie C57B1/6. 

TECHNIQUES UTILISEES DANS L 1 ETUDE DES ANTICORPS 
RESTREINTS , AUTRES QUE CELLES DECRITES PRE CEDEMMENT 
1) Cytotoxicity complement dependante utilisant des 
cibles marquees au 51 Cr 
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La technique derivant de celle utilisee par 
Cerottini et al dans 1' etude de la cytolyse a 
mediation cellulaire ou CMC a ete appliquee (Cerottini 
et al, 1974, J... Exp. Med., 140 : 703). Brievement les 
cellules cibles (cellules du CMH d'haplotype determine 
+ peptide) sont marquees par le chrome (Cr) radioactif 
51 sous forme de chromate de sodium (NA 2 5icrOJ . On 
incube les cellules .cibles (ou les cellules temoins 
sans peptide) en presence du monoclonal specif ique. Le 
pourcentage de lyse specif ique: est deduit en mesurant 
le chrome radioactif libere dans le surnageant. Dans 
le cas des experiences avec l'anticorps monoclonal 
restreint X5.3 la technique a ete modifiee en ajoutant 
un anticorps secondaire, en 1' occurence, l'anticorps 
de Lapin anti-lmmunoglobuline de Souris. Ensuite est 
ajoute le complement de Lepin. L' anticorps secondaire 
ayant reconnu l'anticorps XS.3, active le complement 
qui permet la lyse. A titre d'exemple, dans notre cas, 
l'anticorps restreint denomme X5.3, sous-clone 
X5.5.7/T lyse 30% de cibles specif iques (cellules 
P815-H-2 d + peptide) %t 0% qiiand les cellules P815 ne 
sont pas mises au contact prealable avec le peptide. 

2) J'an^noprecipitation apres marguaae de surface pay 
l'iode radioactif 125 

Des cellules cibles (cellules + peptide) ou 
temoins, (cellules sans peptide) sont marquee a l'iode 
radioactif 125 par la methods utilisant 1' enzyme 
lactoperoxydase (Marchalonis, J. J. , Biochem. J., 1969, 
113 : 291). Apres marquage, les cellules sont lysees 
par un detergent, le Triton, x-100 en presence 
d'inhibiteurs d' enzyme. Le lysat est incube avec un 
anticorps non-relie (anticorps t«§moin) en presence des 
billes de sepharose-proteine A. Apres centrifugation, 
le lysat est incube avec l'anticorps specif ique 
(anticorps restreint) . v Le compiexe est adsorbe sur 
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billes de s£pharose-prot£ine A, lav6, r£cup£r£ et 
analyst en 61ectrophor6se sur gel de polyacrylamide 
(SDS-PAGE) • 

Les resultats ont montre que l'anticorps 
restreint dorme une bande de precipitation, apres 
autoradiographie, guand les cellules portant 
l'haplotype correspondant sont incubees avec le 
peptide. (En I 1 absence du peptide les resultats, pour 
cette experience, sont extr&mement faibles mais ne 
semblent pas absolument n6gatif s) . 

3) Utilisation de la molecule H-2 soluble obtenu par 
genie qenetique et videe de son contenu peptidigue 

Une molecule H-2 soluble (depourvue de la partie 
transmembranaire) obtenue par g£nie genetigue a ete 
produite et vid£e de son peptide endogene. Elle est 
utilis£e pour loger h I'interieur le peptide de la 
nucleoproteine du virus grippal. Cette molecule sert 
de cible pour l'anticorps restreint dans la technique 
ELISA ou radioimmuno-essai (RIA) utilisant la proteine 
A marquee a l'iode 125 par exemple. 
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REVENDICATIONS 
1/ Anticorps monoclonaux restraints caracterises par 
leur capacity a xeconitaitre specif iquement un complexe 
forme par un peptide caractdristique d'un antigene 
d'un agent pathog£ne ou un peptide caract6ristique 
d'une deregulation djeilulaire et par une molecule du 
Complexe Majeur d'Hj^to-compatibilite (CMH) ayant la 
capacity de reconnaitre et de fixer ce peptide, 
lesdits anticorps dtant des anticorps monoclonaux 
restreints, des lors qu^ls ne Jreconnaissent pas ledit 
peptide en association avec une molecule de CMH 
d'haplotype non specitique du peptide. 
2/ Anticorps monoclonaux restreints selon la 
revendication 1, caracteris6s£ en ce gu'ils sont 
depourvus ou prat iquement d£paurvus de reaction & 
l'egard du peptide seul et/ou en ce qu"ils 
reconnaissent faiblement ou pas du tout la molecule du 
CMH seule. 

3/ Anticorps monoclonaux restreints selon la 
revendication 1 ou revendication 2, caracterises 
en ce que les peptides reconnus sont caract6ristiques 
d 1 agents pathofgenes Maes virus, des bacteries, des 
parasites par exemple le plasnnofiium, des champignons, 
notamment des levures pathogenies, ou des peptides 
representant des antigene& mineurs d 1 histo- 
compatibility , des antigfenes sp6cifiques de tumeurs ou 
des antigenes specif iques de derfeglements autoimmuns. 
4/ Anticorps monoclonaux restreints selon l'une 
quelconque des reve3hidications 1 a 3, caracterises en 
ce que les peptides reconnus presentent de 7 a 25, de 
preference 4ine dizaine d ' acides 'amines , 
5/ Anticorps monoclonaux restreints selon l'une 
quelconquer des reven&ications 1 & 4, caracterises en 
ce que le peptide recohriu est specif ique d f un 
retrovirus humain HIV et notamment en ce qu'il s'agit 
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de peptides de la prot^ine gag, de la nucleoprot£ine 
ou du peptide K16F. 

6/ Anticorps monoclonaux restreints selon I'une 
guelcongue des revendications 1 a 5, caract£ris£s en 
ce que la molecule du CMH reconnue est de diffdrents 
hap lo types de classe I comme de classe II. 
7/ Procddd pour la preparation d 1 anticorps 
monoclonaux restreints selon l'une guelcongue des 
revendications 1 a 6, caracterise en ce que: 

- on fusionne des cellules spleniques d'un animal 
pr6alablement immunise avec des cellules spleniques 
isog&niques recouvertes d'un peptide determine, avec 
des cellules de myelome en presence d'un promoteur de 
fusion, par exemple le polyethylene glycol, les 
cellules spleniques etant en exces par rapport aux 
cellules myelomateuses, par exemple dans une 
proportion de 10 pour 1 environ, 

• on realise un criblage afin de selectionner 
ceux des hybridomes capables de produire des anticorps 
monoclonaux restreints, par exemple par la technique 
ELISA effectuee avec un reactif k base d 1 anticorps 
conjugue anti-Ig de sour is couple a une enzyme par 
exemple l 1 urease ou la phosphatase alcaline ou la 
peroxydase , 

- on recupere et on clone les hybridomes ainsi 
selectionnes. 

8/ Hybridomes tels qu'obtenus par fusion de cellules 
de myelomes et de cellules spleniques d'un animal 
pr^alablement immunise avec le peptide contre lequel 
on souhaite produire des anticorps monoclonaux 
restreints, dans des conditions telles que I'antigene 
contre lequel sont form6s les anticorps, est constitue 
par un complexe comportant le peptide ci-dessus 
associ€ a une molecule de CMH qui le reconnait 
specif iquement. 
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9/ Composition pour le diagnostic de la presence de 
peptides associds & des molecules de CMH, dans un 
6chantillon biologique ou dans un organisme vivant, 
caract6ris6e en ce qu'elle comprend des anticorps 
monoclonaux restreints selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 6* 

10/ Composition pour le diagnostic selon la 
revendication 9, caract€ris£e en ce qu'elle permet de 
d6tecter une infection par un agent pathogene, 
notamment un virus. 

11/ Composition pour le * diagnostic selon la 
revendication 9, caractdris6e en ce gu f elle permet la 
detection de tumeurs. 

12/ Composition pour le diagnostic selon la 
revendication 9, caracteris<5e en ce qu'elle permet la 
detection de ddreglements autoimmuns. 

13/ Anticorps monoclonaux selon 1'une quelconque des 
revendications 1 h 6, caract6rises en ce qu'ils sont 
couples a des substances capables de les rendre 
cytotoxiques par exemple h une toxine, un antibiotique 
ou un isotope radioactif. 

14/ Composition pharmaceutique, caracteris«§e en ce 
qu'elle comprend * titre de principe actif, des 
anticorps monoclonaux restreints selon la 
revendication 13. 

15/ Kit pour le diagnostic in vitro sur un 
echantillon biologique d'une infection par un 
organisme pathogene ou pour le diagnostic d'un cancer , 
d'une maladie autoimmune ou d'un autre ddreglement 
cellulaire, caract«§ris6 en ce qu'il comprend: 
- des anticorps monoclonaux restreints selon l'une 
quelconque des revendications la 6, ayant la 
sp6cificite recherch6e compte tenu du diagnostic a 
effectuer, 
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- des moyens pour reveler la presence d'un conjugu6 de 
type complexe (antig6ne-mol6cule du CMH) li6 avec 
1 * ant icorps . 

16/ Composition pharmaceutigue comprenant a titre de 
principe actif, des ant icorps monoclonaux restreints 
selon l f une guelcongue des revendications 1 a 6, pour 
la modulation de faction de cellules T, notamment 
dans les pathologies autoimmunes • 

17. Composition vaccinante caract£ris£e en ce qu'elle 
comprend a titre de principe actif, des anticorps 
monoclonaux restreints selon l'une guelcongue des 
revendications 1 h 6. 
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